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 I
摘要 
疟疾是由雌性按蚊叮咬而感染疟原虫所引起的虫媒传染病。2013 年全球因
感染疟疾而死亡的人数达 58 万，是世界公共卫生的沉重负担，主要易感人群是
撒哈拉沙漠以南非洲地区 5岁以下免疫力低下的儿童。其中感染恶性疟原虫引起
的重症脑型疟最为严重且致死率极高。啮齿动物疟原虫是研究疟原虫与宿主互作
的良好模型，伯氏疟原虫 ANKA株系（Plasmodium berghei ANKA）感染小鼠能
够产生实验型脑疟症状，已广泛用于恶性疟原虫的致病机理研究。虽然疟原虫的
转染技术有二十年的历史了，但由于缺乏高效的基因修饰工具，疟原虫的基因功
能研究一直比较落后，很多基因的功能没有准确注释。 
CRISPR/Cas 系统是原核低等生物的一种获得性免疫保护机制，其原理是通
过序列特异的 RNA介导，降解外源性噬菌体 DNA或者质粒 DNA。改造后的 II
型 CRISPR/Cas9 系统能够对不同物种、细胞进行基因修饰。迄今为止，没有利
用 CRISPR/Cas9系统对伯氏疟原虫进行基因修饰的相关报导。 
本研究发现，特异靶向 RNA（sgRNA）序列介导的 Cas9核酸酶能够产生特
异的 DNA双链断裂，伯氏疟原虫能够通过自身同源重组途径进行修复。实验结
果表明约氏疟原虫来源的 U6 snRNA 启动子在伯氏疟原虫中特异驱动
CRISPR/Cas9 系统的关键组分 sgRNA的转录； “2A”短肽连接的 hDHFR与 Cas9
蛋白能够细胞核定位并正确表达。通过提供同源重组修复模板，CRISPR/Cas9系
统能够高效、特异的对伯氏疟原虫进行基因修饰。对内源 Pbmif 基因
（PbANKA-144400）成功的实现了基因敲除、融合Myc表位标签短肽和核苷酸
等位替换等三种不同类型的基因修饰，并提供了相应的DNA水平、mRNA水平、
蛋白质水平实验证据。进一步对 Pbap2-g 基因（PbANKA_143750）实现了高效
率的基因敲除修饰。表型分析发现，敲除后的疟原虫没有配子体生成且蚊期没有
卵囊产生，其有性生殖传播能力被完全阻断。 
总之，本研究成功建立了 CRISPR/Cas9 系统介导的基于同源重组修复机制
的伯氏疟原虫基因修饰方法，通过该方法能够高效地进行不同类型的基因修饰。 
关键词：疟疾寄生虫、同源重组、基因敲除、基因融合、等位替换 
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Abstract 
Malaria, transmitted by Anopheles mosquitoes, is an infectious disease caused by 
five Plasmodium parasites. Approximately 0.58 million of people died from the 
disease in 2013, and it remains a heavy burden on public health in many parts of the 
world. The most susceptible and vulnerable populations are children under 5 years old 
in Sub-Saharan Africa countries. There are also several species of rodent malaria 
parasites that are valuable models for studying parasite-host interactions. Among them, 
Plasmodium berghei ANKA produces the experimental cerebral malaria (ECM) 
symptoms in mice and has been widely used as an animal model for studying 
pathogenic mechanism of the human malaria parasite P. falciparum infection. 
Although various techniques for transfecting malaria parasites have been developed, 
genetic manipulation of malaria parasite remains inefficient.  
CRISPR/Cas systems are adaptable immune mechanisms used by many archaea 
and bacteria to protect themselves from foreign nucleic acids, such as viruses or 
plasmids. Recently, the CRISPR/Cas9 platform has been adopted to efficiently modify 
genomes of various organisms and cells. Before this study, however, there has been no 
report of using the CRISPR/Cas9 to modify P.berghei genome. 
This study demonstrates that sgRNA/Cas9 complex can introduce site-speciﬁc 
DNA double-strand breaks in the P. berghei genome that can be repaired through 
homologous recombination pathway. We first showed that P. yoelii U6 small nuclear 
RNA (snRNA) promoter could drive the sgRNA transcription, and that the “2A” 
peptide could be sued to drive dual protein (hDHFR and SpCas9 proteins) synthesis in 
P. berghei. By supplying templates homologous repair, we generated targeted gene 
knockout, short tag knockin, and nucleotide allelic replacement in different parasite 
genes. Specifically, we knockouted a gene encoding P. berghei macrophage migration 
inhibitory factor (Pbmif), tagged the gene with Myc×3, and replaced specific 
nucleotides in the gene successfully. We also disrupted the Pbap2-g gene 
(PbANKA_143750) with a high efficiency using the CRISPR/Cas9 method and 
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showed that Pbap2-g knockout parasite could not produce gametocytes or oocysts in 
the mosquito stage. 
In conclusion, we successfully established a methodology that can be used to 
achieve desired modiﬁcations in the P. berghei genome with high efﬁciency and 
accuracy, which will greatly improve our ability to study the gene function of the 
parasite. 
Keywords: Malaria parasites;  Homologous recombination； Gene knockout； Gene 
fusion；Allelic exchange  
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第一章 前言 
1.1疟疾是全世界公共卫生的严重负担 
疟疾是严重危害人们健康和生命安全的重大传染病之一，世界卫生组织把疟
疾、艾滋病及结核病一起列为全球三大传染性疾病。疟疾疾病以周期性发冷发热
作为最主要特征，并伴随有脾肿大、贫血以及脑、肝、肾、心、肠、胃等受损引
起各种综合征[1]。据世界卫生组织（Word Health Organization, WHO）发布的《2014
年世界疟疾报告》，疟疾的传播发生在世卫组织六个区域，全球估计有包括 97
个国家和地区在内的 33亿人口存在感染疟疾和发生相关疾病的风险（图 1.1），
其中有 12亿人属于高危人群（每年有 1/1000的被感染机会）。根据最新的估计，
2013年全球约有 1.98亿例疟疾病例并导致了约 58万人口的死亡，与 2000年以
来的统计相比疟疾的发生率与死亡率分别减少了 30%和 47%。而世界卫生组织
非洲区域的疟疾负担是最重的，占世界因疟疾疾病死亡人数 90%，而其中 5岁以
下的儿童又占据 78%[2]。 
 
图 1-1  2013 年全球不同国家的疟疾流行分布图（不同颜色代表每 1000个人中感染疟
疾人数的多少）。 
Fig. 1-1 Countries with ongoing transmission of malaria, 2013(different colors represent the 
number in every 1000 people infected with malaria).（by WHO，2014[2]） 
疟疾给世界上最贫困、最脆弱的国家施加着沉重的负担；对中低收入国家更
是严重的威胁与挑战。一些最贫穷和最易被边缘化地区是受疟疾感染最严重的地
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区,这些人群感染疟疾疾病的风险最高。由于公共服务系统的不发达，很多人群
从疟疾疾病的预防、诊断到治疗都得不到有效的保障。因此,疟疾的控制与消除
和当地政府的公共卫生系统和基础设施建设发展以及扶贫政策都密切相关。 
中国的疟疾防控也取得了一定的成绩， 2010年，我国制定并启动了国家消
除疟疾行动，计划到 2020 年实现全国范围内消除的目标。作为对我国消除计划
的支持和补充，2010年全球基金中国消除疟疾项目开始在我国实施[3]。很多人对
我国计划用 10 年时间消除疟疾充满信心，但是，由于流行病学的三个环节（传
染源、传播途径和易感人群）尚未实现有效的技术手段对其采取阻断，加上目前
尚未研制出有效治疗的疫苗等现实情况，因此要实现这一目标存在很大的挑战。 
改革开放以来，中国的发展取得了举世瞩目的成就，国民经济生活水平显著
提高，中国已经成为世界第二大经济体。然而，人口高速流动，经济飞速发展的
背后也给中国消除疟疾行动带来了潜在的隐患。首先，中国快速发展带来的外出
务工、经商、旅游的人口流动性越来越大；由于非疟疾流行区居民对疟原虫免疫
力较差，属于易患疟疾的高危人群，因此人口流动性造成的输入恶性疟病人比例
逐年升高，外来传染源输入引起的当地疟疾传播已成为疟疾流行的主要原因[4]。
其次，中国与多个东南亚地区国家毗邻，东南亚地区包括越南、老挝、柬埔寨、
泰国、缅甸、马来西亚、菲律宾等 11个国家，是世界上华侨、华人最多的地区；
也是当今发展中国家经济最有活力和潜力、流动人口众多的地区之一。东南亚各
国疟疾仍然是一个严重的社会公共卫生问题，整个东南亚地区是以恶性疟和间日
疟流行为主，同时也伴有三日疟和卵形疟发生，其中恶性疟疾病人占 40%-60%。
因此，靠近东南亚地区国家的云南、海南等地区是我国疟疾的主要流行区域。中
国的防控、消除疟疾工作仍然不容乐观[5]。 
1.2 疟原虫及其生活史 
疟疾是由疟原虫（Plasmodium spp.）引起的，经按蚊（Anopheles）传播的流
行于热带和亚热带地区的传染性寄生虫病。疟原虫是一类单细胞、寄生性的原生
动物，分类学上属于顶复亚门（Apicomplexa）、孢子纲（Sporozoa）、疟原虫属
（Plasmodium），本属生物通称为疟原虫[6]。疟原虫可以多种脊椎动物为中间宿
主，具有严格的选择性，按照它们所寄生的宿主划分为灵长类（包括人类和猿猴
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类）、啮齿类、鸟类和爬行类（蜥蜴）疟原虫。能够引起人类感染疟疾的疟原虫
包括四种：间日疟原虫（P. vivax）、恶性疟原虫（P. falciparum）、三日疟原虫（P. 
malariae）、卵形疟原虫（P. ovale），它们分别引起间日疟、恶性疟、三日疟和卵
形疟；以及感染食蟹猕猴的诺氏疟原虫（P. knowlesi）也有文献报导也能在人群
中传播并引起疾病[7-9]。恶性疟原虫是非洲广泛流行的疟疾病原体，也是造成致
病率和死亡率最高的疟原虫；间日疟原虫在高海拔低温气候条件下也能生存，在
按蚊体内较低温度下也能发育以及肝脏时期存在特殊的“休眠子”生存状态[10]，所
以与恶性疟原虫相比有更广泛的地理分布。所以，恶性疟原虫和间日疟原虫引起
的疾病是疟疾负担的主要因素[2, 11]。在我国以间日疟和恶性疟最常见，卵形疟在
我国极少发生。在东北、华北、西北等地区主要为间日疟，三日疟较少。恶性疟
主要发生在我国的西南如云南、贵州、四川、海南岛一带[5, 12]。过去民间所说的
“瘴气”，即为感染恶性疟。 
疟原虫有着复杂的生活史。四种寄生人体的疟原虫生活史基本相同，以中国
最为流行的间日疟原虫为例。疟原虫的生活史需要经历人和按蚊两个宿主（图
1-2）。在人体内先后寄生于肝细胞和红细胞内，进行裂体生殖（schizogony）。在
红细胞内，除裂殖体外，也可形成配子体，开始有性生殖的初期发育。在雌性按
蚊体内进行配子生殖（gametogony）和孢子生殖（sporogony）。 
1.2.1 在人体内的发育 疟原虫在人体内先后在肝细胞和红细胞内发育。在肝细胞
内裂体增殖称为红细胞前期或红细胞外期，简称红外期；在红细胞内发育包括红
细胞内裂体生殖期（又称红细胞内期，简称红内期）和配子体形成期（有性期的
开始）[13]。 
1）、 红细胞前期（Pre-erythrocytic stage）：当感染的雌按蚊叮咬人时，其唾
液腺中带有成熟的梭形子孢子（sporozoite）随唾液进入人体，随血流侵入肝脏
细胞内。疟原虫在肝细胞内摄取营养（称滋养体 trophozoite）、形态逐渐增大并
进行裂体生殖，形成红细胞前期裂殖体（Pre-erythrocytic schizont），裂殖体也能
摄取肝细胞质营养，然后细胞质随着核而分裂，包在每个核周围，形成数以万计
的裂殖子（merozoite）。当裂殖子成熟以后，破肝细胞膜而出，才能侵入红细胞
内进一步发育。这一时期抗疟原虫药物一般不起作用。间日疟原虫完成这一期的 
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图 1-2 疟原虫生活史简图。 
Fig 1-2  The life cycle of Plasmodium spp. （by Robert Ménard ，2013[13] ） 
哺乳动物类的疟原虫属寄生虫的生活史基本相同。需要哺乳动物和按蚊二个宿主。在哺
乳动物体内先后寄生于肝细胞和红细胞内，进行无性生殖。在红细胞内，除进行无性增
殖外，部分裂殖子形成配子体，开始有性生殖的初期发育。在蚊体内，完成配子生殖，
继而进行孢子增殖。 
时间约 8~9天（休眠子可达数年之久），恶性疟原虫 6~7天，三日疟原虫 11~12
天，卵形疟原虫 9天[14]。鼠类疟原虫一般是 2~3天即可完成红细胞前期增殖。 
2)、 红细胞内期（Intra-erythrocytic stage）：从红细胞前期所产生的裂殖子，
通过血流后很快进入红细胞。疟原虫在红细胞内进行裂体生殖，称为红内期裂体
生殖，包括环状体、滋养体、裂殖体和裂殖子不同形态。侵入红细胞的裂殖子体
积逐渐变大，细胞内有一小型环状结构，细胞核在旁边，形状像钻石戒指而称为
环状体（ring）；几小时内环状体增大，细胞质变得活跃，像变形虫一样伸出伪
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